造血干细胞(HSC)是机体骨髓中一群具有自我更新和多向分化潜能的细胞。其数量（即HSC池的大小）和功能的稳态(homeostasis)对维持机体正常健康的造血系统和生理功能必不可少；因此调节HSC的功能对保持机体在生命周期中有效造血至关重要。

成人HSC存在于骨髓中被称为"龛位"(niche)的微环境中。龛位由多种来源的细胞、细胞外间质及其所分泌的细胞因子组成的网络系统以及某些神经纤维构成。因此，"龛位"不仅代表骨髓腔内的特定解剖学部位，更代表着具有某种造血功能的特定功能性区域[@b1]--[@b3]。只有健康完整的龛位内微环境才能保证HSC的归巢(homing)，并赋予和维持HSC的上述功能状态。否则将使HSC的数量和功能受损而产生造血系统的病变。近年来的重要动物实验证明造血龛位并非只对HSC起从属和辅助作用，其对健康的造血功能具有关键性的决定作用[@b4]--[@b5]。

正常HSC必须定居在骨髓中低氧、低营养物质的环境中来保持静息状态(quiescence）。低氧酵解进行的低水平代谢对其存活和功能最为有利。糖酵解是细胞线粒体利用环境中的葡萄糖为细胞的存活和生长提供能量的不可或缺的基本代谢过程。造血龛位环境中的低氧程度将迫使HSC决定应用何种糖酵解方式进行代谢，HSC内对氧化还原反应(redox)的敏感性也会影响细胞代谢方式的转换。细胞所需能量的合成和供应，环境中的氧含量以及细胞的氧化还原状态之间的相互联系，都不断变化而处于相对动态平衡，这种平衡对HSC保持在最佳功能的静息状态是必不可少的。显然，细胞环境的改变必然影响HSC的代谢状态，从而改变HSC的行为和命运[@b6]--[@b7]。

我们就近期在造血微环境对HSC能量代谢的影响及其对恶性血液病发病中可能作用的研究进展进行综述和展望。

一、活性氧和低氧诱导因子

1．活性氧(reactive oxygen species, ROS)：ROS是氧化代谢产生的毒性副产物，是分子组成中含有氧的一类化学性质非常活泼的物质总称，包括超氧自由基、羟自由基和过氧化氢等。作为机体内终生行使功能的HSC，对环境中的氧分压和ROS，以及内生性的ROS水平都特别敏感。异常ROS生成破坏HSC的各种生物学功能，包括静息、自我更新、多向分化潜能。过量的ROS促进细胞衰老、凋亡，削弱自我更新能力和肿瘤形成，因此必须尽可能降低ROS对其损害。而实际上HSC内存在着所谓"ROS变阻器(rheostat)"能监控其自我更新和定向能力而决定细胞的命运[@b8]--[@b9]。

2．Foxo3a：转录因子叉头框O(FOXO)亚家族的成员，是ROS变阻器的重要组成部分，它以抑癌基因的作用保护HSC免于被氧化而受损。FOXO蛋白质激活编码过氧化去突变酶(superoxide dismutase)和催化酶基因，以及促进细胞静息的基因表达。与野生型比较，Foxo3a^−/−^小鼠体内的ROS水平显著增高，HSC数目明显下降，提示Foxo3a在HSC池稳态的保持中起重要作用[@b10]。

3．ATM蛋白：ATM(ataxia telangiectasia mutated)蛋白也是"ROS变阻器"的抗氧化效应器，是避免氧化损伤和正常DNA修复所需的蛋白激酶，在DNA损伤后被反应性激活。在ATM缺失的HSC中ROS也会积累而升高。值得重视的是ATM的效应分子BID (BH3-interactingdomain death agonist)是一个BCL-2家族成员。BID的磷酸化参与HSC静息状态的维持，意味着某些BCL-2蛋白可通过ROS协调线粒体和核内功能而调控细胞命运[@b11]。

4．低氧诱导因子1α(HIF1α)：缺氧环境对HSC代谢的调控主要通过低氧诱导因子1 (Hypoxia-inducible factors 1, HIF1)这一转录因子实施。HIF1由HIF1α和HIF1β(又称ARNT)两个亚单位组成，两者共同形成转录因子，结合到多种参与糖酵解基因的启动子而发挥激活转录的作用[@b12]。观察小鼠胚胎的多能HSC研究显示HIF1结合到一系列下游靶基因启动子或增强子处的共有序列，这些靶基因的功能通常与BM龛位中维持HSC的特性有关，如EPO、VEGFA、SDF-1/CXCL12、ANG-2、PDGFB和KITL/SCF等基因。而ARNT（-/-)的小鼠胚胎出现各种病态造血现象，如造血祖细胞数目减少等[@b13]。

HIF1α是细胞对低氧反应的关键转录调节分子，在调节性HIF-1α敲除的小鼠骨髓中，LT-HSC从G~0~期进入细胞周期增殖的能力，和对抗5-FLU药物或衰老等压力的耐受性降低[@b14]。在某一特定的范围内，HIF1α适度增加有利于HSC保持静息状态；但过量表达HIF1α对HSC反而有害，导致HSC不稳定和过早耗竭。可见，精确调控HIF1α的表达可以调节HSC的增殖和分化。体外研究显示Meis1对HSC中HIF1α的最佳转录活性至关重要。Meis1的缺失使HSC中HIF1α和HIF2α表达下调，促进线粒体有氧代谢，增加了ROS产物，从而使HSC凋亡[@b15]。此外，另一种β HLH-PAS蛋白，内皮PAS区域蛋白1(EPAS-1)，与HIF1α 48%同源，成为HIF家族的第二个成员。缺乏EPAS1的小鼠呈现全血细胞减少，表明它对在骨髓中营造有效造血的功能性微环境是必需的[@b16]。

二、糖代谢和三羧酸循环

1．丙酮酸脱氢酶激酶(PDK)：三羧酸(TCA)循环是真核细胞线粒体内普遍进行的有氧代谢形式，是糖、脂肪和氨基酸三大营养物质的最终代谢分解途径并合成细胞所需的能量----ATP。代谢组学研究发现HSC通过PDK依赖机制进行的无氧糖酵解产生ATP。PDK的高表达抑制葡萄糖代谢进入线粒体的过程。在糖酵解缺陷的HSC中PDK的过表达可恢复糖酵解、细胞周期静息状态和HSC的干性，而PDK2和PDK4的缺失则损伤HSC的静息、糖酵解和植入能力。以人工合成的Pdk转入HSC中能促进HSC的生存和植入能力，产生治疗效应。因此，PDK可作为调控HSC静息和功能的一个细胞周期检测点来控制糖代谢的状态[@b17]。

2．异柠檬酸脱氢酶（IDH1和IDH2）：IDH1和IDH2分别形成NADP^+^和NAD^+^依赖性的酶，能将异柠檬酸转变成α-酮戊二酸(2-OG，即α-KG)。IDH2的活化在TCA循环中是依赖于ATP浓度的限速步骤，而IDH1在无氧状态中发挥作用。代谢谱显示表达突变型IDH1或IDH2的细胞不生成2-OG，而是产生高水平的2-HG（α-羟戊二酸）。作为致癌代谢物(oncogenic metabolite)的2-HG是一种依赖α-KG的加双氧酶的竞争性抑制物，抑制包括组蛋白去甲基化酶和5-甲基化胞嘧啶(5-mC)羟化酶中的TET家族。在组蛋白去甲基化中2-HG与α-KG占用相同的活性空间位置。突变型IDH1或IDH2的表达，或Tet2的缺失都会损害造血细胞的分化，促进HSC的自我更新而产生致白血病的效应[@b18]--[@b20]。Wang等[@b21]研制出一种小分子物质----AGI-6780，能有效并选择性抑制肿瘤相关性的IDH2/R140Q突变。AGI-6780与IDH2/R140Q结合的晶体结构揭示，抑制物以变构方式结合在二聚体表面，这种分子能诱导白血病细胞分化。

三、骨髓微环境对HSC的各种调控因子和信号通路

1．PI3K-AKT-mTOR作用通路：HSC处在营养物质供应相对减少的环境下。当细胞增殖时，生长刺激因子和营养物质（葡萄糖和氨基酸）激活细胞内的PI3K-AKT-mTOR作用通路。这一通路被看作营养物质传感系统，包括LKB1-AMPK和mTOR，它们连接不同的信号，包括促有丝分裂生长因子，激素和可利用的营养物质，对保持HSC的稳态起关键作用[@b22]。PI3K活性的升高导致细胞内磷脂酰肌醇水平增高，而3-磷酸肌醇的结合改变AKT的空间构型，使之能将3-磷酸肌醇依赖性蛋白激酶1 (PDPK1)募集入AKT活化环。AKT信号的组成性活化加速细胞的增殖而减少HSC[@b23]。此外，磷酸酶Pten基因的缺失会诱导PI3K-AKT信号的持续活化而加速细胞周期的运转，最终使HSC池耗竭[@b24]。mTOR信号也受某些分子的负调控，如条件敲除mTOR的抑制物Tsc1也会使mTOR信号通路被过度激活，使HSC丧失静息状态和重建造血的能力[@b25]。抑癌基因LKB1（又称STK11）是一种丝氨酸/苏氨酸激酶，作用于AMPK-mTOR通路的上游，目前被视为掌控细胞代谢的主要调节者，它在能量不敷供应时限制细胞的增殖[@b26]。在细胞内AMP/ATP比例增高时LKB1通过磷酸化提高AMPK活性而抑制mTORC1，从而减缓细胞的增殖[@b27]。LKB1对调控HSC的功能也起非常关键的作用。LKB1条件缺失的小鼠骨髓HSC不能维持静息状态，出现短暂的造血祖细胞数目增高而继之以进行性全血细胞减少。不过这效应似乎并不依赖于AMPK-mTOR和FOXO信号通路，因为AMPK的激活剂和mTOR抑制剂雷帕霉素并不能挽救LKB1缺失的效应[@b28]--[@b29]。近期的研究还发现LKB1信号的下游效应还与脂代谢有关。LKB1缺失的HSC发生涉及PPAR(perioxisome proliferator-activating receptor)代谢通路的基因表达态势的改变，例如PCG的下调，提示LKB1可能也作用于PCG-PPAR的脂代谢通路[@b30]。

2．Wnt信号通路：Wnt信号对正常HSC的功能是必需的。动物实验结果显示：在成骨细胞中Wnt3a或β-catenin功能丢失，或Wnt抑制子DKK1的过度表达，都会削弱HSC的自我更新能力，而Wnt的激活，在某种情况下则促进更新。相比之下，β-catenin缺陷的成年鼠造血不受影响，活化β-catenin的过表达削弱HSC的重建功能。Wnt-β-catenin通路活性的改变能激活下游多种功能完全不同的分子而产生大相径庭的造血细胞表型。例如抑制胶原合成酶激酶3(GSK3)而激活Wnt通路能短暂增加HSC/HPC的数目，但接着丧失LT-HSC，这可能因为除了下游β-catenin外mTOR也被激活。通过抑制mTOR依赖的营养物质传导途径，同时激活经典的Wnt信号（保持HSC的自我更新），使人或鼠的LT-HSC在体外缺乏细胞因子、血浆或支持细胞的条件下得以维持。所以，可以认为低营养供应和Wnt信号通路的活化都有助于维持HSC的自我更新[@b31]。

3．其他调控因子和信号通路：近年还有多种骨髓微环境对HSC进行调控的分子和信号通路引起关注。

MT1-MMP在血管旁基质重塑中起蛋白水解酶作用，它在HSC和基质/龛细胞中高表达。MT1-MMP缺失小鼠中HSC缺陷导致三系列的造血分化阻滞。龛内细胞的MT1-MMP可能通过对HIF依赖性龛内因子的修饰来调控HSC的造血[@b32]。

核转录因子(the nuclear factor erythroid 2-related factor 2, Nrf2）广泛表达于各种细胞内的抗氧化反应通路，对维持HSC稳态的许多方面发挥调控作用，还调节HSC向龛位中的迁移和停留[@b33]。黏附分子N-cadherin（钙黏蛋白）介导着HSC与龛位组成细胞的相互作用，其细胞黏附功能对调控骨髓龛位中HSC的活性发挥根本作用[@b34]，也对调控HSC在龛位中的植入能力起关键作用。

四、白血病干细胞与微环境的相互作用

1．白血病干/祖细胞：HSC在发生异常改变的骨髓微环境影响下，细胞内可能发生和逐渐积累一系列分子事件（包括细微而可逆的表观遗传学改变和不可逆的基因组遗传学改变，如基因突变和重排），最终形成克隆性恶性白血病干细胞(LSC)。在此过程中，处于各不同分化阶段的造血祖细胞群体可依赖于不同的微环境支持因子而转化为不同类型的LSC及其子代细胞。一个明显的例子就是相同的LSC克隆通过与不同微环境的相互作用可产生AML或ALL表型[@b35]。另一方面，不断发现新的证据表明LSC克隆一旦形成，对其周围骨髓微环境的龛位也会产生影响。Colmone等[@b36]报道应用动态的体内显影技术发现，在移植白血病小鼠模型中，白血病细胞生长破坏了正常造血祖细胞的骨髓龛而产生异常的恶性造血龛，这些异常恶性龛与正常HPC龛位竞争，并阻隔CD34^+^人类造血祖细胞(HPC)的归巢和植入，异常龛位还会改变进入其中的正常CD34^+^ HPC的生物学行为。

2．骨髓间充质细胞(MSC)：最近Passeque研究小组在转基因小鼠模型中发现骨髓增殖性肿瘤(MPN)的发生过程中，进行性地将骨内膜BM龛重塑为自我自主发展的白血病龛，损害正常造血而有利于LSC的功能。骨内膜成骨系列细胞(OBC)具有HSC支持活性；MPN进展中MPN髓细胞可刺激MSC在骨内膜过度扩增OBC成为炎症性骨髓纤维化细胞，并最终形成骨髓纤维化。白血病髓细胞和MSC之间的直接接触和紧密联结信号，以及可溶性分子如TOP和CCL3在驱动OBC大量增殖中也起重要作用[@b37]。有趣的是Medyouf等[@b38]在骨髓增生异常综合征(MDS)中也发现类似情况，MDS患者来源的骨髓间充质细胞(MDS-MSC)呈现紊乱的分化程序，在移植实验中，此种MDS-MSC对抚育MDS起始干细胞(Lin^−^CD34^+^CD38^−^)非常重要；过表达多种龛位中的细胞因子（如N-cadherin, IGFBP2, VEGFA和LIF）与MDS-MSC促进MDS细胞克隆扩增的能力相关。正常MSC暴露于MDS细胞会逐渐出现MDS-MSC的分子特征，提示MDS细胞对其微环境的龛位结构也具有指导性重塑的作用。此外，动物模型和白血病患者骨髓活检显示化疗后残存的白血病细胞会重建其龛位作为庇护所[@b39]。这些最新的实验证据表明HSC与其微环境的作用和影响是双向的，在日益关注造血微环境（龛位）对HSC调控的同时，我们也不应忽视肿瘤细胞(LSC、MDS起始细胞等）对其微环境的重塑作用。

五、小结

综上所述，当前骨髓微环境龛位对HSC干细胞生物学特性的调控作用已成为研究热点，但其调控机制还有大量具体细节尚不清楚。越来越多的实验证据提示骨髓微环境的各种改变可能通过影响HSC的能量代谢，特别是有氧和无氧糖代谢的平衡而影响HSC的命运[@b40]，而HSC对其周围微环境也有重塑作用。其中存在大量关键的表观遗传学改变，复杂的细胞和细胞间，细胞和基质间的信号通路和关键分子，特别是某些代谢的中间产物有待进一步确认和功能研究。此外，HSC及分化各阶段造血细胞的代谢表型与其分化过程中的基因表达重编程之间的关系都有待阐明，这将开辟新的研究领域。
